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相補 レスキュー法 を用いたGATA1転写因子の機i能解析
清 水 律 子
東北 大 学 大学 院 医学 系 研 究科 保健 学専 攻
1勿 の勿oAnalysesofGATAIFunction
byComplementationRescueAssay
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ExPerimentalHemntolegy,Hec`/thSciences,Tohokbl翫ゴ紹7客勿GraduateSchOolOfMedicine
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Fortheproperdevelopmentofhematopoiesis,ahierarchicalgeneregulationnetworkdirectedby
specifichematopoietictranscriptionfactorsisessential.GATAIisonesuchplayeroferythroid/
megakaryocyticcelldifferentiation,andtarge血gknockoutofGatalgeneleadstodifferentiation
failureintheselineages.TheGatcelgeneiscomposedofmultipleuntranslatedfirstexons(including
IEandIT)andfivecommoncodingexons,Approximately8,5-kbgenomicregionincluding3.9-kb
upstreamsequence,theIEexonandthefirstintron(thisregionisreferredtoasGIHRD;Gatalgene
HematopoieticRegulatoryDomain)canrecapitulatetheGatalgeneexpressionsuflicienttosusta{n
embryonicandadulthematopoiesis.Wediscusstheadvancesoftransgeniccomplemerltationtech-
niquethatwilleventuallyleadtoacomprehensiveunderstandingofGATAIfunctionin面謬o.Inthis
paper,wesummarizetodatethedataavailableonbloodcelldevelopment,focusingonGATA1.
因 子 が 果 た す 機 能 貢 献 つ い て 概 説 す る 。
は じ め に
胎 生 期 の 脊 椎 動 物 で は,卵 黄 嚢 で 作 ら れ る胎 児Gαtal遺 伝 子 の 発 現 制 御 機 構
型 造 血 と 胎 児 肝 臓 で 作 ら れ る 成 体 型 造 血 と い う,Gatal遺 伝 子 は,発 達 時 期 や 細 胞 系 列 に 特 異 的
起 源 を 異 に す る2つ の 造 血 シ ス テ ム が 存 在 す る 。 な ネ ッ ト ワ ー ク に よ り 巧 妙 に 制 御 さ れ て い る。 マ
成 体 型 造 血 は,出 生 後,造 血 の 場 を 骨 髄(マ ウ ス ウ スGatal遣 伝 子 に は,共 通 に 使 用 さ れ,実 際 の
で は 脾 臓 も)に 移 行 し て,赤 血 球 ・白 血 球 ・血 小GATA1タ ンパ ク 質 を コ ー ド す る 第2か ら第6ま
板 な ど,多 様 な 血 液 細 胞 を バ ラ ン ス よ く産 生 す る で の5つ の エ キ ソ ン と,組 織 特 異 的 なGala1発 現
こ と な る 。GATAIは 造 血 系 の 遺 伝 子 発 現 を 緻 密 に 貢 献 す る2つ の 第 一 エ キ ソ ン ー す な わ ち,血 液
か つ 階 層 特 異 的 に 制 御 す る こ と に よ り,こ の よ う 細 胞 特 異 的 なIEエ キ ソ ン と,精 巣 セ ル ト リ細 胞
な 造 血 系 の 恒 常 性 維 持 を 支 え て い る 系 列 特 異 的 な で のGata1の 発 現 に 寄 与 し て い るITエ キ ソ ン
転 写 因 子 の ひ と つ で あ る 。 本 稿 で は,血 液 細 胞 の 一 が あ る1)。β一ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ(LacZ)を レ ポ ー
分 化,増 殖,そ し て,恒 常 性 維 持 に 際 し て,GATA1タ ー と し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 解 析 か ら
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IEエキソ ン上 流3.9-kbの領 域 とIEエ キソ ン,そ ス領域 の1つ で も欠 ける と,Gαtal遺伝 子の発現
して第一 イ ン トロンを含 む約8.5-kbの領 域 は,こ は再現 で きなか った4)。この ことは,血 液細胞 での
の領域 が あ れ ば血 球 で のGataヱの発現 を再 現 で 時空 間 的特 異 的 なGαta1遺伝子 発 現 を制 御 す る
きるこ とか ら,GIHRD(ρα紐gene旦ematopoie・た めには,GATA因 子 を含 む複数 の転 写因子 によ
tic旦egulatory20main)と呼 ばれ ている(図1)。 る協調的 な転 写制御が必 要で ある こと,こ のよ う
この約8.5-kbの領域 には,Gαta1遺伝 子発現 に重 な精 巧 な発 現調節 メカニズムが血球分化 を巧妙 に
要 な4つ のシス領 域が集約 して いる。IEエキ ソン 調節す る重 要な機能 を担 ってい る ことを示 してい
よ り上 流 の もっ と も遠 い ところに存在 す るシス領 る。
域(GIHEコ ア)は,胎 児型 お よび成人型 造血 お
ける(;αtα1の発現 に必 須で あ り,本 領域 の コアの トランスジ エニ ック相補 レスキ ュー法 の確 立
部分 には1個 のGATAボ ックス と2個 のEボ ッ1990年 にマ ウスのGatalcDNAが クローニ ン
クスが存在 してい る2}。また,プ ロモ ーター近傍 に グ され て以来,多 くの努力 がな され ていた にもか
はDoubleGATA配列 とCP2結 合 配 列 領 域 と,か わ らず,Gatal遺伝子 ノ ックアウ トマ ウス は久
それ らに近 傍 してCACCCモ チー フを含 む領 域 し く樹 立 で きないでいた。そ の理 由の一 つ として,
が存在 す る(図1)。さらに,成体 型造血で のGatalGatal遺 伝子 はX染 色体 に存在 してい るため,通
遺伝子 の発現 には,第1エ キ ソン内 に存在 す る特 常雄 由来で ある胚性 幹細胞 で唯 一の遺伝子 が破壊
徴 的なGATAリ ピー トを内包 す るintronSP領 されていた ため と考 え られ る。1997年に,遺 伝 子
域 も存在 して いる3・4)。これ ら4つ のGatal遺伝 子 ノ ックダ ウン とい う手法が用 い られ,GATA1の
発現調節領 域,す なわ ち,GlHEコア領域,Double機 能 の個体 解析 に成 功 した ことは,造 血系恒 常性
GATAとCP2結 合 配 列 領 域,CACCC領 域,維 持機構 を解析 す る上 で一 つのブ レー クスル ー と
intronSP領域 をタ ンデム に連 結 した約1-kbの なった5)。この変 異マ ウスで は,前 述 のIEエ キ ソ
人工Gata1ミニジー ン(図1)に レポー ター として ンのす ぐ上 流 にネオマイ シン遺伝子 カセ ッ トを挿
LacZや緑色 蛍光 物質(GFP)を連結 して トラ ンス 入 され てお り,こ のカセ ッ ト中の強力 な プロモー
ジェニ ックマ ウス解析 を行 った と ころ,4つ の シ ター活 性 に よ り内在 性 のGαtal遺伝 子 発現 を干
Gatat遺伝子
＼4↓ 漏_域
○ ⑪ ㊤100・ ・ubl・GA・Aと・P2結合配列領域
θ謝 ミニジーン 蹴 騰 賂
図1.GatallfE現制御 領 域
Gatal遺伝 子 は,翻 訳 され な い2っ の第 一 エ キ ソン(IEエキ ソ ン と 工Tエ キ ソン)と,実 際 に蛋 白質 を
コー ドす る5つ の エキ ソ ンか ら構 成 され てい る(上段)。IEエキ ソ ン近 傍 に は4つ のGatal遺伝 子発 現
に重 要 な シス 領域(GIHEコ ア領 域,DoubleGATAとCP2結合 配 列領 域,CACCC領 域,intronSP
領 域)が 存在 し,そ の4つ の領 域 を内 包 す る約8.5-kbの領 域 をGIHRDと よぶ(中 段)。 さ らに,こ
の4つ の領 域 を タ ンデ ム に連 結 した約1-kbの人 工Gataヱミニ ジー ン も,Gatal遺伝 子 の 発現 を再 現
で きる(下 段)。
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渉 させて いた。 この競合 に よ り,変 異ア リル ではGATAI機 能 の不均 衡 に起 因 して い るの で あ る
Gatalの発現 が内在性 の5%に まで減 弱 して いた が,こ の詳細 にっ いて は別稿 に譲 りたい8)。
ので,こ の変異 ア リルは 「Gatal.05アリル」と命 ところで,GIHRDは 前述 す る4つ のGata1遺
名 された5)。GATA1の機能 として は,正 常 の5%伝 子発 現調節 領域 を含 んで い る。 また,LacZや
だ けで は不十分 なの で,こ のア リル を持 つ雄 マ ウGFPを 連 結 した レ ポーター トラ ン ス ジェニ ック
ス(Gataヱα確Y)は赤血球造 血が障害 され,強 度 の マ ウス解析 で,胎 児型 お よび成体型 造血 におけ る
貧 血 によ り胎生11.5日まで に致死 となる。一 方雌Gain1遺 伝 子 の発現 をほぼ忠実 に再 現で きるこ と
マウス(GatalσJ砺x)では,X染 色体 の ランダム がわか ってい る。 しか し,実 際 にマ ウス個体 の造
な不活化が起 こるた め,造 血 組織 で は2種 類 の細 血 を さ さえ るた め に必 要 なGATAIを 発 現 させ
胞 が存在す るこ とにな る。野生型 のX染 色体 が活 るた めに,こ のGIHRDが 十分 な発 現制 御領域 で
性 化 してい てGαta1.05アリルが不活 化 して い る ある と結論 づ けるために は,さ らに生理学的 な解
細胞 で は,GATA1の発 現が正常 なので,正常 の赤 析 が必要 であ る。 そこで,こ のGIHRDに 今度 は
血球 や巨核球 には分化 す るこ とが で きる。 ところGataZcDNAを 連 結 して トラ ン ス ジェニ ック マ
が,野 生 型 のX染 色 体 が 不 活 化 し て い て ウス を作製 し,GIHRD制 御下 でGATAIタ ンパ
Gata1.05アリル が 活 性 化 して い る細 胞 で は,ク 質 を発現 させ てみた。 この トラ ンス ジェニ ック
GATA1の 発 現が5%し か ないので,赤 血球 や 巨 マ ウスを前述 のG伽 ∬ヱ051xと交配 した ところ,ト
核 球 に は分 化 す る こ とが で き な い。 その た め,ラ ンス ジー ン由来 のGATA1がGataヱGl・05'Yの胎
Gα翻 σ価xマ ウス胎児 は,正 常 のア リルが どの ぐ 生致死 をみ ごとに回避 で きた ばか りでな く,そ の
らい不活性化 されて いるか に依存 して,様 々 な程 レス キュー個体 は血液 学的異常 を全 く示 さず,野
度 の貧血 や血 小板減 少症 を呈す る ことにな るが,生 型 のマ ウス と同様 に天寿 を全 うで きた9・1⑪)。す な
メ ンデル則 にほぼ従 って出生す る。 この ような貧 わ ち,GIHRDは,胎生期 や成 獣期 のすべて の造血
血 や血小板減少症 は,成熟 とともにやが て軽快 し,組 織で,赤 血 球や 巨核球造 血 を支 え るの に十分 な
GatalCi・05・xマウ ス は子 供 を産 む こ とが で き る。 量のGATA1を,適 切 なタイ ミングで発 現 させ る
従 って,Gαtα1.05アリル は,雌 で維持 す る ことが こ とがで きる制御領域 と結論 づ け られ る。 ところ
で きた。お もしろい こ とに,こ のGαta1Gi.os,Xマウ が,同 様 に赤 血球系特 異的 に発現 して いる β グロ
スを500匹以上 長期 飼育 した と ころ,高 率 に赤芽 ビ ン遺 伝 子 発現 制 御領 域 を用 い てGATA1を 発
球性 白血病 を発症 した。 ところが,タ ンパ ク質 を 現 さ せ,同 様 の レ ス キ ュー実 験 を 行 って も,
コー ドす る第2エ キ ソンか ら第6エ キ ソンまでをGαtalGi・051Yの胎 生致 死 は レス キ ューす る こ とが
削 除 し て 作 製 し た ノ ッ ク ア ウ ト ア リ ル で きなか った11}。これ は,本 来 のGATA1と は異
(Grztalnul/アリ ル)を も つ ヘ テ ロ 雌 マ ウ ス な った発 現 プ ロ フ ァイル でGATA1を 発 現 させ
(Gatalmfllx)は全 く白血 病 を発 症 しなか った6)。 た として も,赤 血球 の分化 障害 を解消 す る ことが
GATAIは 赤 血球前駆細胞 に対 して,増殖 抑制,分 で きない ことが原因 と考 えられ る。
化促 進,ア ポ トー シス抑制 に関わ る標 的遺 伝子 を
包括 的 に制御 す るこ とで,赤 血球分化 を調 節 して トランスジ ェニ ック相補 レスキ ュー法 の発展
いるので,そ の破綻 が 白血病 の発症 に関与 してい このGlHRDの 同定 と,GlHRDを 用 いた相補
る と考 え られ る7>。GATA1が全 く発現 してい ない レス キュー法 の確立 は,GATA1の 機 能 を個 体 レ
ア リル を もつ ノ ックアウ トヘテ ロマ ウスで は白血 ベ ル で 検 証 す る た め の 強 力 な ツール と な る。
病 を発症 しないの に,5%で もGATA1が 発 現 すGIHRD制 御 下 で野 生 型 のGATAIを 発 現 させ
るア リル を もつノ ックダウ ンヘテ ロマウスで 白血 れ ばG認 αヱGlo5Yにお いて失 わ れたGATA1の 機
病 を発症 す る,と い うパ ラ ドキ シカル な現 象 は,能 を完全 に レスキ ュー で きるので,G伽 ヱ0砺Yに
5%だ け 発 現 し て い る た め に よって 生 じ る 変 異GATAIを 発 現 させ て現 れ る表現 型 は まさ
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卸黄嚢での造血ができない
胎生致死 囹 表現型なし
GatafGt・esΨ
変 異 体 で 失 わ れ た 機 能 が 分 か る
図2.ト ランスジェニック相補レスキュー法
GIHRD制御下でGATA1タンパク質を発現させると,GATA1欠失によるGα姐 α05〆Yの表現型を
すべて打ち消すことができる。したがって,同じGIHRD制御領域を用いて,傷のついたGATA1タ
ンパク質を発現させれば,変異GATAIで補うことができなかったGATAIの機能が,レスキュー個
体の表現型として出現する。
し く,変 異GATA1に よって損 なわれて しまった ドメイ ンの機i能につ いてはあ きらか にで きないで
GATAIの 機能 だか らで ある(図2)。 いた。 その後,赤 血球前駆細胞 の試験管 内分化誘
GATA1因 子 には,NTド メイ ン,NFド メ イ 導実験系 な ど様 々 な系 を用 いて,こ れ らの3つ の
ン,そ してCFド メイ ン という,3つ の機 能 ドメイ ドメイ ン機能 につい て検討 されたが,用 いた系や
ンが存在 す る(図3)。GATA1転 写 因子 の ドメイ 解析 法 によ り異 な った結果 が導 き出 され,統 一 し
ン解 析 に は従 来,GATA1結 合 配 列 を用 い た レ た結 論 には至 ってい なか った。 そ こで,各 ドメイ
ポー ター遺伝 子 と各 ドメイ ンを欠 失 したGATA1ン の機 能 関与 を個体 内で検 討 し よ う と トラ ンス
変異体 を細胞 導入 してレポー ター の活性 を測定す ジ ェニ ック相 補 レスキ ュー を試 みた。 その結 果,
る とい うレポ ーターア ッセイが 汎用 され てい た。1)CFド メ イ ン を 欠 失 し たGATAユ で は
ところが その レポー ターア ッセ イで は,NTド メGala1(ll-o.s・'Yの胎生 致 死 を全 くレス キ ューす る こ
イ ンは,GATA1の 転 写 活性 化能 に重 要で あ り,と がで きず,や は りDNAへ の結合 が,GATA1の
CFド メイ ンは,GATA1が実 際にDNAに 結 合す 機能 に は必 須 の事 柄 で あ る こ と,2)NFド メイ
るた め に必要 で あ るこ とは分 か っていたが,NFン を欠 失 したGATAIで は,胎 児型 造 血 は レス
邸黄護造血では欝 ドメインと
榔欝メインが査いに機能を補い合う
＼NFド メイン
」■r繍 騨 霞野 翫 羅幕
/騨 メイン ＼CFドメイン
成人型造癒において籏血球分化に重要 翁前偏の糠能発現には必須
大過剰量の窮現により機幾欠損を代償できる
図3.GATAI転写因子の機能 ドメイン
GATA工因子には,NTド メイン,NFドメイン,そしてCFドメインという,3つの機能 ドメインが
存在し,従来のレポーターアッセイから,NTドメインは,GATA1の転写活1生化能に,CFドメイン
は,DNA結合に重要であるといわれている。相補レスキュー法を用いた個体解析により,個体発生の
時期特異的にGATAIの機能ドメインを使い分けていることが分かった。
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キューできるが,成 体型造血 はレスキューできな はできなかった14)。このことは,この205番目のバ
いこと,3)NTドメインを欠失 したGATA1で リンがメチオニンに変異 しているヒ ト症例では,
は,内在性のGATAIよりもかなり高い発現量を 胎児期の重篤な貧血により,胎児への輸血 などの
得 られた ときのみ,GatalG'05・"yの胎生致死 を回避 ような治療 を必要 としていたことでも明らかなよ
することがで きるが,内 在性程度の発現量では うに,GATA1とFOG1の相互作用が,巨 核球系
(!;αta1Ci・OJ",yの成体型造血 を支 えることがで きな 列のみならず,赤 血球系列の細胞分化 にも影響 し
いこと,さ らに4)NTド メインとNFド メイ ン ていることに由来している'3)。
の両方を欠失 したGATAIでは,Gatalc'・Oor'yの胎 トランスジェニック相補 レスキュー法の利点の
児型造血 もレスキューすることがで きない こと,ひ とつは,変異GATA1の発現量が異なる複数の
がわかった(図3)10)。 マウスラインを比較解析することができることに
これらの結果は,胎児型 と成体型の2つ の造血 ある。205番目のバ リンをグリシンに置換 した変
で,GATA1の機能 ドメインが使い分 けられてお 異体 を,前述のGIHRDに連結 して トランスジェ
り,NTド メインとNFド メインのどちらか一方 ニック相補 レスキュー法 を試みた ところ,内在性
が存在すれば胎児型造血 におけるGATA1の機 のGATA1と ほ ぼ 同程 度 に発 現 さ せ た 変 異
能 を維持することがで きるが,成 体型造血ではいGATA1で は,ノ ックインマウス解析 と同様 に,
ずれの ドメインも重要な役割 を担っていることをGatalGi・os'yの胎生致死 を回避 することがで きな
示 している。 このように,よ り複雑な造血系をさ かった。一方,内在性GATA1よ りも高いレベル
さえる成体型造血の恒常性 を維持す るた めには,の 変 異GATA1を 発 現 さ せ る こ と に よ り,
機能 ドメインを巧妙に使い分けることが必要なのGataヱGi・05,'Yの胎生致死 を効率 よく回避 すること
であろう。 トランスジェニック相補 レスキュー法 ができ,生理的条件下では貧血 を示さなかった。ま
を用いた個体解析を行 うことによって初めて,シ た,こ のレスキューマウスの成獣骨髄では,巨核
ンプルなレポーターアッセイや試験管内の分化誘 球の終末分化が障害されて,恒 常的な血小板減少
導実験では解明することができない,GATA1の 症を呈 していた。 ここで注目するべきことは,こ
時期特異性や機能相補性 を明らかにすることがで のマウスに薬剤で貧血を誘導した ところ,貧血か
きたわけである。 らの回復が著明に遅延 していた15)。このことは,
FOG1との相 互作 用が な くて も,大 量 の変異
トランスジエニック相補 レスキュー法の応用GATAIを 発現させることによ り,胎生致死 を回
転写因子GATA1は,様々な蛋白質 と相互作用 避するためのGATA1機能 を得 ることがで きる
を介して,互 いにネットワークを形成 しなが ら標 が,そ れは代償性の造血 に依存するところが多い
的遺伝子群の発現を包括的に調節 している。たと ため,実質的には出血などのス トレス造血に対 し
えば,GATA1とFOG1との相互作用 の重 要性 て十分に応答できない可能性を示 している。
は,FOG1との相互作 用部位 で あるGATAIの ところで,未 熟な赤血球前駆細胞から成熟 した
NFドメインに点変異を持つ遺伝性血小板減少症 赤血球に分化 していく過程には,前述 したように
例が報告され,注目されている12,13)。巨核球分化 に 増殖抑制,分 化促進,ア ポ トーシス抑制がバラン
おけるGATA1とFOGIの相互作用の役割は,細 ス よ く調 節 さ れ て い る こ とが 重 要 で あ り,
胞の分化誘導実験やノックインマウスの手法を用GATA1は この調節を担 うマスター因子である。
いた手法により,種々 の報告がなされているが,特 私たちは,細 胞周期調節 に重要なレチノブラス
に,205番目のバ リンに着目した,ノックイ ンマウ トーマ(Rb)タンパ ク質 とGATA1が相互作用す
スを用いたヒト症例モデル動物の解析では,赤血 ること,その相互作用がRbタ ンパ ク質を介 した
球系の重篤な表現型による胎生致死により,出生 細胞周期調節に重要であることを見出した'6)。そ
後 の巨核球系細胞 にお けるGATA1の機能解析 こで,Rbタンパ ク質 と相互作用できないGATA1
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